












 歯周炎 (PD) は，慢性炎症性疾患の一つである (Page RC, 1997)．歯周炎は，細菌感
染によって歯周組織に炎症が生じ，歯周組織の破壊，歯の喪失を引き起こす．現在，
歯周炎は，糖尿病，動脈硬化症，低体重児出産，関節リウマチ (RA) など，全身疾患





どちらも炎症性細胞 (T リンパ球，マクロファージ，多核球) の浸潤を生じ，進行性
の組織破壊を引き起こす (Graves, 2008; Kinane et al., 2011)． 
 現在，いくつかの臨床研究で，RA と PD の相互作用についての報告がされている．
例えば，RA患者に重度の PD患者が多い事が報告され (Mercado et al., 2000; Mercado et 
al., 2003)，また，PD患者では RAの症状が重篤であることが報告されている (Ribeiro 
et al., 2005)．さらに，動物実験においても RAと PDの相互作用について様々な報告が
なされている (Cantley et al., 2011; Gully et al., 2014; Chukkapalli et al., 2016; Yamakawa 
et al., 2016)．例えば，Chukkapalli らは，コラーゲン誘導関節炎モデルマウスに，歯周
病原性細菌である Porphyromonas gingivalis (P. gingivalis)，Treponema denticola，
Tannerella forsythiaを感染させることでRAとPDがより悪化すること，さらにその際，
関節における IL-17 陽性細胞数が増加することを報告している (Chukkapalli et al., 
2016)．また，de Aquino らは，RAと PDの関連性について，動物実験と，細胞実験を
行い，歯周病原性菌が抗原提示細胞を介して T細胞のTh17への分化を促進した結果，
IL-17産生が亢進され，RAにおける骨破壊を悪化させると報告している (de Aquino et 
al., 2014)．また，歯周病原性細菌である P. gingivalis がもつペプチジルアルギニンデイ
ミナーゼ (PPAD) が RA と PD の相互作用と関連していることが動物実験において報
告されている (Gully et al., 2014)．しかしながら，臨床研究において PDと RAの関連
は示唆されたが，歯肉縁下バイオフィルム内の P. gingivalisと RA発症との関連は示唆




れている (Risitano et al., 2014; Tamanai-Shacoori et al., 2014; Zhang et al., 2014)．例えば，
果物や野菜に豊富に含まれる無毒性天然フラボノイドであるアピゲニンが，LPS 刺激
を行ったマクロファージにおける炎症反応を抑制したことが報告されている (Zhang 
et al., 2014)．ナタマメ＜学名 Canavalia gladiate (Sword bean)＞は，アジアやアフリカの
熱帯地方が原産のマメ科の植物で，古くから排膿，消炎作用があるとして民間療法と
して使用されてきた．我々は，以前の研究で，ナタマメエキス (Sword Bean Extract ; 
SBE) が P. gingivalisと Fusobacterium nucleatumに対する抗菌効果を有すること，さら
には，P. gingivalis 感染によって生じたラットの歯槽骨吸収を有意に抑制することを報
告し，ナタマメが PDの治療に応用できる可能性を示唆した (Nakatsuka et al., 2014)．
しかしながら，SBE の抗炎症作用についての研究はまだない．そこで我々は，予備実
験として LPS 刺激 THP-1 細胞から産生される炎症性サイトカインに対する SBE の効
果を検討した．結果として SBE は，LPS 刺激 THP-1 細胞から産生される骨吸収に関
連する炎症性サイトカインである TNF-αと IL-1βを有意に抑制することを明らかとし
た (補足図)．この結果から SBE は，RA と PD の骨吸収を抑制し，病態を改善するこ
とができるのではないかとの仮説に至った． 
 今回の実験では，実験的関節炎モデルとして知られている SKG マウスに口腔内の
プラーク停滞によって歯槽骨吸収が生じるとされている結紮誘導歯周炎モデルを合併








 SPF環境下で 12時間の明暗サイクル，室温 25℃で生後 5週齢雌性の SKGマウス (株
 式会社ホクドー，Hokkaido, Japan) を使用して実験を行った．各群 6 匹ずつで，合計
48 匹を実験に使用した．条件は，Group1：Control 群，Group2：PD 群，Group3：RA
群，Group4：RA+PD 群，Group5：SBE 群，Group6：PD+SBE 群，Group7：RA+SBE
群，Group8：RA+PD+SBE 群とした．実験のタイムスケジュールは，図 1 で示した通
りである．なお，今回の実験プロトコールは，すべて北海道医療大学動物実験委員会
の承認を得ている (承認番号 68)． 
 
2．ナタマメエキス (SBE) の調整 
 鹿児島県で栽培されたナタマメを用いた．細かく粉砕したナタマメ種子に 50%vol
エタノール溶液を加えて浸漬し，濾過したものをエタノール抽出液とした．エタノー
ル抽出液は，吉留産業株式会社 (Kagoshima, Japan) より供与された．エタノール抽出
液を凍結乾燥後，粉末状にし，2 mg/mlの溶液としたものを SBE溶液として使用した
(Nakatsuka et al., 2014)． SBE飲用群は，SBE 溶液を飲料水として自由飲水させた． 
 
3．実験的関節炎モデルの誘導 
 RA 群は，6 週齢時に SKG マウスのリウマチ性関節炎の発現を促進する物質として
知られているムコ多糖である β グルカンのマンナン 20 mg (Sigma-Aldrich, Tokyo, 
Japan) を腹腔内投与して作製した．RA に罹患させない群では，同量の生理食塩水を
腹腔内投与した (Yoshitomi et al., 2005)． 
 
4．歯槽骨吸収の誘導 
 PD群は，10週齢時にソムノペンチル (50 mg/ml) による麻酔下で，5-0絹糸 (アル
フレッサファーマ株式会社，Osaka, Japan) を両側上顎第二臼歯に結紮した．結紮時は，
マイクロスコープ (松電舎，Osaka, Japan) を使用し，歯周組織を傷つけないよう注意
して行った (Abe & Hajishengallis, 2013)．結紮糸は実験終了時まで，3 週間保持した． 
 
5．屠殺 






発赤を，以下の基準に準じて，週に 1度スコアをつけて評価した (Sakaguchi et al., 2003)． 
0： 関節の腫脹なし，0.1 : 一つの指関節の腫脹，0.5 : 手首、足首の中等度の腫脹，1 : 
手首，足首の重度の腫脹．前後左右の関節を評価した．最大スコアは 5.6 点である ．






によって記録した (VHX-1000, KEYENCE, OSAKA, Japan)．得られたデジタル画像上
で，Adobe Photoshop (Adobe Systems Co. Ltd, CA) を用いて上顎第二臼歯部のセメント
エナメル境 (CEJ) から歯槽骨頂 (ABC) 間の範囲をトレースした．その後，トレース
した面積を骨欠損面積として画像解析ソフト Image J (National Institutes of Health. 




 採取した上顎骨と，前足を 10%緩衝ホルマリン溶液で 24 時間固定した．その後，
10%中性 EDTA溶液 (pH7.4) を用いて上顎骨は 2週間，前後足は 4週間脱灰した．パ
ラフィン包埋後，ブロックを作製した．上顎骨は 5 μm，前後足は 7 μm で薄切し，組
織切片を作製し，ヘマトキシリン・エオジン (H.E) 染色を行い観察した．組織学的切




の病巣，3：炎症性細胞浸潤を伴う強い炎症 (Chukkapalli et al., 2016)． 
 
 9．免疫組織化学的評価 
1)  IL-17 
 作製した組織切片を脱パラフィン，脱水し，内因性ペルオキシダーゼ活性を除去す
るために，3%過酸化水素水を用いて処理した．抗原の賦活化を行うために，0.01 M ク
エン酸ナトリウム緩衝液中で，95℃で 30分間処理した．1% BSAで 30分間ブロッキ
ングを行った．切片は，1 次抗体のラビットポリクローナル抗 IL-17 抗体(ab19046 
Abcam)とともに，4℃で 12時間反応させ，その後 2次抗体 (Goat anti-rabbit IgG ab9046 
Abcam) を作用させた．発色は，3-3-ジアノベンジン (株式会社ニチレイバイオサイエ
ンス，Tokyo, Japan) を用いて行った．核染色には，0.1%メチルグリーンを使用した．
切片は，光学顕微鏡 (BX50，OLYMPUS，Tokyo，Japan) を用いて観察した (Chukkapalli 
et al., 2016)． 
2) カテプシン K 
 作製した組織切片を脱パラフィン，脱水し，内因性ペルオキシダーゼ活性を除去す
るために 3%過酸化水素水を用いて処理した．切片は，1次抗体のマウスモノクローナ
ル抗カテプシン K 抗体 (第一ファインケミカル株式会社，Toyama, Japan) とともに，
室温で 90分反応させ，その後 2次抗体 (シンプルステインマウスキット，株式会社ニ
チレイバイオサイエンス，Tokyo, Japan) をメーカーの指示通りに作用させた．発色は，





 採取した血液を 4℃で凝固させ，1000 ×gで 20分間遠心分離し，血清を採取した． 
血清は，-80 ℃で保存した．市販されている ELISAキット (Mouse CRP ELISA test kit，
Life Diagnostics，West Chester，PA，USA) を用いて血清中 CRP濃度を測定した (Cantley 














RA+PD 群では，著しい腫脹，発赤が観察された (図 2A)．屠殺時において，Control
群と比較して RA群，RA+PD群，RA+SBE群および，RA+PD+SBE 群の関節炎スコア
は，有意に高値を示した．RA群と比較して RA+PD群の関節炎スコアは，顕著に高値
を示した．一方で，RA+PD 群と比較して RA+PD+SBE 群の関節炎スコアは，顕著に
低値を示した (図 2B)． 
 
2) 組織学的評価 
 Control 群，PD 群，SBE 群および，PD+SBE 群の橈骨手根手根関節では，骨吸収像
や炎症性細胞の浸潤を認めず，滑膜細胞の増殖も認められなかった (図3Aa, a1, b, b1, e, 
e1, f, f1)．一方で，RA群，RA+SBE群および，RA+PD+SBE 群では，骨吸収像と，炎
症性細胞の浸潤を伴う滑膜の病的な増殖が認められた (図 3Ac, c1, g, g1, h, h1)．さら
に，RA+PD群では，より顕著な骨吸収像と，炎症性細胞の浸潤を伴う滑膜の病的な増








  Control 群，PD 群，SBE 群および，PD+SBE 群では，橈骨周囲に IL-17 陽性細胞が
ほとんど認められなかった (図 4a, b, e, f)．RA群，RA+SBE 群及び，RA+PD+SBE 群
では，橈骨周囲に IL-17 陽性細胞が認められた (図 4c, g, h)．さらに，RA+PD群では
橈骨周囲に多量の IL-17 陽性細胞が認められた (図 4d)． 
カテプシン K 
 Control群，PD群，SBE群および，PD+SBE 群，では，橈骨辺縁にカテプシン K陽
性の破骨細胞が認められなかった (図 5a, b, e, f)．RA群，RA+PD群では橈骨辺縁にカ
テプシン K 陽性の破骨細胞が認められた．RA+PD 群では RA 群と比較して多量のカ
テプシン K陽性細胞が観察された (図 5c, d)．一方で，RA+SBE群と RA+PD+SBE 群
では，橈骨辺縁にカテプシンK陽性の破骨細胞がほとんど認められなかった (図 5g, h)． 
 
 
4) 血清中 CRP 濃度 
 Control群と比較して，RA群と RA+PD群の血清中 CRP濃度は，有意に高値を示し
た．また，PD群，RA群と比較して RA+PD群の血清中 CRP濃度は，有意に高値を示
した (図 6)．一方で，RA+PD群と比較して RA+PD+SBE 群の血清中 CRP 濃度は，有
意に低値を示した．PD 群と比較して，PD+SBE 群の血清中 CRP 濃度は，有意な差は
認められなかったが，低値を示す傾向を示した．同様に，RA 群と比較して RA+SBE





 Control 群，RA 群，SBE 群および，RA+SBE 群の上顎第二臼歯部歯槽骨頂は，CEJ
とほぼ同じ位置にあり，骨吸収はほとんど認められなかった (図 7Aa, c, e, g)．一方で，
PD群，RA+PD群，PD+SBE 群および，RA+PD+SBE 群の上顎第二臼歯部歯槽骨頂は，
CEJ より下方に位置していて骨吸収が生じていた (図 7Ab, d, f, h)．PD群，RA+PD群
の歯槽骨吸収量は，Control 群，RA 群と比較して有意に大きい値を示した (図 7B)．
さらに，RA+PD群の歯槽骨吸収量は，PD群と比較して，有意に大きい値を示した (図
7B)．一方で，PD群と比較して PD+SBE 群の歯槽骨吸収量は，有意に小さい値を示し
 た (図 7B)．また同様に，RA+PD群の歯槽骨吸収量と比較して RA+PD+SBE群の歯槽





認められなかった (図 8a, a1, c, c1, e, e1, g, g1)．一方で，PD群と RA+PD 群では，骨吸
収像が認められ, 歯槽骨周囲の歯肉並びに歯根膜に，炎症性細胞が認められた (図 8b, 
b1, d, d1)．また，PD+SBE 群と RA+PD+SBE群では，骨吸収像が認められたが，歯槽











有意に大きくなっていた (図 7)．さらに，組織学的評価における RA+PD 群の関節の
炎症スコアは，RA 群と比較して有意に高い値を示した (図 3)．この結果は，ラット
実験的関節炎モデルに結紮によって PD を誘導し，RA と PD の相互作用を検討した
Correaらの研究結果と一致していた (Correa et al., 2017)．RAと PDの相互作用につい
ては様々な報告がある．その中でも，歯周病原性菌の関与を報告した研究が多くある．
歯肉縁下プラークに見られるレッドコンプレックス (P. gingivalis，Treponema denticola，
Tannerella forsythia) は，PDに関連する主要な細菌である (Socransky SS, 1998)．その
中でも P. gingivalisは，PPADを放出することによるタンパク質のシトルリン化能を有
するために，RA の発症の過程に重要な役割を果たしている可能性が考えられている 
 (Lundberg et al., 2010)．そのため，現在までに P. gingivalisを使用した様々な動物実験
が行われている．例えば，Cantley らは，P. gingivalis がコラーゲン誘導関節炎を悪化
させたと報告している (Cantley et al., 2011; Gully et al., 2014)．また，今回の研究と同じ
SKG マウスを用いた研究においても，P. gingivalis を投与することで PD，RA の双方
が悪化したと報告されている (Yamakawa et al., 2016)．しかしながら，ヒトを対象とし
た臨床研究において，RAと PDの関連は示唆されたが，RAと P. gingivalisの関連は示
唆されなかったという報告もある (Hashimoto et al., 2015)．今回の研究では，結紮によ
って PDを誘導したため P. gingivalisは今回の歯槽骨吸収には関与していないと考えら
れるが，歯槽骨吸収と関節の炎症スコアは，RA+PD群で RA群と比較して有意に高い
値を示した (図 3, 7)．このことから，RAと PDの相互作用には，特定の細菌感染がな
くとも炎症を誘導することが重要であることが示唆された．また，今回の結果から
IL-17産生，破骨細胞の発現が RA群と比較して RA+PD群群の前足関節において増加
していることが明らかとなった (図 4, 5)． IL-17は，軟骨や骨の破壊に対して必須の
メディエーターとして認識されている (Lundy et al., 2007; Roeleveld & Koenders, 2015; 
Rossini et al., 2016)．IL-17は，IL-1β，IL-6 など炎症性サイトカインによって産生が促
進されることが報告されている (de Aquino et al., 2014)．また，IL-17は，RANKLの発
現による破骨細胞の分化や，骨吸収関連炎症性サイトカインである TNF-αの産生を亢





破骨細胞の分化，活性化に関与するサイトカインが PD と RA の相互作用に，重要な
役割を果たしていると考えられる． 
 今回の結果では，RA群，PD群と比較して RA+PD群の血清中 CRP濃度が高い値を
示した (図 6)．血清中 CRP濃度は，感染症や自己免疫疾患で上昇し，炎症反応の指標
として用いられている．Smithらは，ヒト肝癌由来細胞株である HepG2細胞に IL-6を
作用させることによって CRP が産生されることを報告している (Smith & McDonald, 
1992)．Nakajima らは，歯周炎患者では，血清中の IL-6 濃度が健常者と比較して高値
を示すことと，歯周炎患者において血清中 CRP 濃度と血清中 IL-6 濃度の間に有意な
 正の相関があることを報告している (Nakajima et al., 2010)．また，歯周炎患者の歯肉





 本研究において SBE は，歯周組織における骨吸収と炎症反応および，RA と PD が
合併した際の関節における炎症反応を抑制した．SBEの歯周組織に対する効果につい
ては，P. gingivalis 感染ラット歯周炎モデルを用いて行った以前の研究の結果と一致し




(Matsuda et al., 2016)．さらに，IL-1β，IL-6 などの炎症性サイトカインが血清中で増加
していることも報告されている (Matsuda et al., 2016; Correa et al., 2017; Kirzioglu et al., 
2017)．また，結紮誘導歯周炎モデルは，抗菌薬を投与することで歯槽骨吸収が抑制さ
れたことから，口腔内のプラーク蓄積によって炎症反応が亢進された結果，歯槽骨吸
収が生じるとされている (Abe & Hajishengallis, 2013)．今回行った歯周組織の組織学的
評価に示される通り，SBE は歯周組織における炎症反応，骨吸収を抑制することが明
らかとなった（図 7, 8）．この結果は，予備実験でも示されたように SBE が有する炎
症性サイトカイン抑制効果，もしくは以前の研究 (Nakatsuka et al., 2014) において示
唆された抗菌作用に起因している可能性が考えられる． 









 臨床研究において RA を合併している PD 患者に対して歯周治療を行うことによっ
て，血清中 CRP濃度の減少が認められたとの報告がある (Roman-Torres et al., 2015)．
今回，RA+PD群と比較してRA+PD+SBE群の血清中CRP濃度が低値を示した (図 10)．
これは，局所における IL-6のような炎症性サイトカイン産生が抑制され、全身に循環
しなかったことで血清中 CRP 濃度が低値を示した可能性が示唆される． 
 本実験では，SBE による関節炎の有意な抑制は認められなかった．しかし，臨床的
評価において RA 群と比較して RA+SBE 群の手足の腫脹，発赤が軽度であったこと，
組織学的評価において炎症スコアが減少傾向を示したこと，免疫学的評価においてカ








ステインが，歯周炎モデルマウスの歯槽骨吸収を抑制したこと (Bhattarai et al., 2017)，
また，果物や野菜に豊富に含まれる p-クマル酸が，アジュバンド誘導関節炎モデルラ
ットの病態を改善したことが報告されている (Neog et al., 2017)．SBE中にもこれらの
ような特定の炎症を抑制する成分が含まれている可能性が考えられる．また，以前の
我々の研究で SBEはカナバニンを含有しており，ジンジパイン活性抑制効果を示すこ
とを in vitroにおいて示した．in vivoにおいて歯槽骨吸収を抑制した SBE中に含まれ
るカナバニン濃度ではジンジパイン活性を抑制できないことも報告している 
(Nakatsuka et al., 2014)．緑茶に含まれる成分であるエピガロカテキンはエピカテキン
と併用することにより，癌に対する相乗効果があり，複合することでより効果が高ま
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SBE - SBE +
図5．前足の免疫組織学的評価 (カテプシンK)
代表例 ; RB は橈骨を示す．
矢印は橈骨辺縁のカテプシンK陽性細胞を示す．




































































代表例 ; AB は歯槽骨を示す．
Tは歯牙を示す．
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ANOVA with Tukey’s test (P＜0.05） (n=3) 
LPS刺激THP-1細胞から産生されるTNF-αとIL-1βに対するSBEの効果
LPS刺激THP-1細胞のTNF-αとIL-1βの産生量は，
125，250および，500 µg/mlのSBEを添加した条件で，有意に抑制された．
補足図
異なるアルファベット間に有意な差を認める．
